REPUBLIQUE FRANQAISE 



INSTITUT NATIONAL comma ndes de reproduction) 

DE LA PROPRIA INDUSTRIELLE 



@ N° de publication : 2 373 094 

f A n'utiliser que pour les 



PARIS 



DEMANDE 

A2 

DE CERTIFICAT D'ADDITION 

© N° 77 01889 

Se rgferant : au brevet d'invention n. 76.34627 du 13 novembre 1975. 



@ Nouveaux reactifs biologiques constrtues par des supports sotides sur lesquels sont couples 
des composes organiques comportant un residu gluctdique. 

(Si) Classification Internationale (Int. CI. 2 ). C 12 K 1/04; G 01 N 33/16. 

@ Date de depot 24 janvier 1977, a 15 h 10 mn. 

(|5) (3i) Priority revendiquee : 



@ Date de la mise a ia disposition du 

public de la demande B.O.P.I. - «Listes» n. 33 du 18-8-1978. 

@ Deposant : Etablissement public dit : INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE 
LA RECHERCHE MEDICALE - INSERM, resident en France. 

@ Invention de : . Gerard Quash. 

@ Titulaire : Idem @ 
(§) Mandataire : 



Certificat(s) d'addition anterieur(s) : ler, n. 76.08966, 2e, n. 76.25898. 



D 



Vente des fascicules a HMPRIMERIE NATION ALE, 27, rue de la Convention - 75732 PARIS CEDEX 15 



r 



2378094 

La presente Addition est relative a de nouveaux reactifs 
biologiques constitu£s par les produits de couplage resultant de 
la fixation chimique de glycopro twines biologiquement actives, sur 
des supports sol ides, insolubles, porteurs de chaines laterales 
5 comportant au moins un -NK^ r£actif . 

Le Brevet principal a pour objet, en particulier, des 
reactifs biologiques dont le constituant actif est un produit ob- 
tenu par couplage d'un compose organique comportant un residu 
glucidique, avec un support solide, insoluble, comportant au moins 

10 un -NH2 r£actif, en particulier au moins un groupement -N*^ ter- 
minal rtactif , ce couplage ayant 6te r£alis£ par fixation du com- 
post organique par 1' intermedia ire de son residu glucidique dont 
au moins une fonction alcool primaire a 6t£ pr£alablement modifi6e 
par oxydation en fonction aldehyde, aux groupement -NH^ port£s 

15 par une chaine laterale fix6e sur ledit support. 

Le support solide insoluble sur lequel est fixe chimi- 
quement le compost organique comportant un residu glucidique, est 
constitue par un polym^re pris dans le groupe qui comprend les 
latex porteurs de chaines laterales aliphatiques ou aromatiques 

20 dont le groupement terminal est un groupement -NI^ ou -NH-NH^ , le- 
quel support se presente avantageusement sous forme de billes et/ 
ou de microbilles, le polymdre etant avantageusement choisi parmi 
les polystyrenes carboxyles et les polymeres de poly (sty r£ne/bu ta- 
di^ne) carboxyles porteurs de chaines laterales fixees par liaisons 

25 de covalence sur le polym&re et avantageusement constitutes par 

une diamine ou une diamine substitute ou par une hydrazine alipha- 
tique ou aromatique, notamment de chaines laterales d' hexamethyle- 
nediamine et/ou de p-hydrazinobenzoate. 

Le compose organique comportant un residu glucidique 

30 fixe sur un tel support, con f ornament au Brevet principal, est 
choisi dans le groupe qui comprend les glycoprot£ines, les poly- 
saccharides et les glycolipides , les glycoproteines etant avanta- 
geusement choisies parmi les anticorps, les antig&nes, les enzymes 
et les hormones, comportant un r£sidu glucidique. 

35 Les r6actifs biologiques qui font l 1 objet du Brevet 

principal sont es sent iel lenient des reactifs biologiques pour le 
serodiagnostic d'etats pathologiques particuliers , et notamment 
de diverses maladies virales. 

Conformement a la Premiere Addition, les supports sol ides 

40 insolubles sont, outre les polymeres susdits, egalement des billes 
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] de gel d 1 agarose ou de dextrane ou des billes de verre activees, 

! 1 et les chalnes laterales qu'ils portent resultent du couplage 

sur une amine ou une polyamine, aliphatique ou aromatique, por- 
tant un groupement -NH 2 terminal, telle que diamine, polyamine, 
5 acide amine, d'un compost azote choisi parmi les amines alipha- 
tiques ou aromatiques et/ou les hydrazines aliphatiques ou aro- 
matiques, ou un acide amine comportant un groupement -SH et un 
groupement -NH^ susceptibles de former un het£rocycle, notamment 
un derive thiazolidine, en presence des fonctions aldehyde du 

10 compose organique fixe sur ledit support. 

Conformement a la Deuxieme Addition, le compost azote 
couple sur une amine ou une polyamine aliphatique ou aromatique, 
pour former une chalne laterale portee par le support solide, 
est choisi parmi les colorants basiques, permettant ainsi la 

1 5 preparation de reactif s biologiques colores grSce auxquels il 

est possible de mettre en evidence des reactions immunologiques 
(avec des antigenes ou des anticorps en particulier), par reac- 
tion directe, notamment dans les reactions d* agglutination , dont 
la lecture des resultats se trouve ainsi grandement facilitee* 

20 Les react if s de diagnostic obtenus conformement au 

Brevet principal et aux Premiere et Deuxieme Addition, presentent 
des qualites de se&sibilite, de precision et de stability que 
ne presentent pas les reactif s de diagnostic proposes conforme- 
ment l f Art anterieur. 

25 La presente Addition a pour objet des reactifs biologi- 

ques pour le diagnostic de diverses maladies ou d"etats patholo- 
giques particuliers , caracterises par le couplage d 1 anticorps 
specif iques a I'egard d' antigenes correspondant a des etats pa- 
thologiques determines, lesquels anticorps appartiennent au 

30 groupe des glycoproteines, sur un support solide, insoluble, 

choisi dans un groupe qui comprend des polymeres, en particulier 
du groupe des latex, des gels de dextrane ou d" agarose, du verre 
active, avantageusement sous forme de billes ou de microbilles, 
lequel support porte des chalnes laterales essentiellement for- 

35 mees par fixation par liaisons de covalence, d 1 amines , de poly- 
amines, de diacides, d'acides amines, d'hydrazines (aliphatiques 
ou aromatiques) comportant eventuellement une fonction acide, et 
eventuel lenient elles-m£mes couplees au moins par 1 1 intermedia ire 
de leur -Nl^ reactif, avec un compose azote choisi parmi les 

40 amines aliphatiques ou aromatiques, les hydrazines aliphatiques 
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ou aromatiques, ou les acides amines comportant eventuellement 
conjointement un grouperaent -SH et un groupement -NK^ et suscep- 
tibles de former un het6rocycle en presence du groupement -CHO 
de l 1 anticorps fixe sur ledit support. 
5 Conformement a la presente Addition, l a anticorps fixe 

sur le support substitue susdit, appartient a un groupe qui com- 
prend les virus, les anticorps antigammablobulines, les gamma- 
globulines, les hormones comportant un r€sidu glucidique. 

Conformement a la presente Addition, !• anticorps fixe 

14 

10 est un anticorps marque au tritium ou au C. 

Selon un mode de realisation pr£fere de l - invention, 
l*anticorps fixe choisi parmi les virus, est un virus purifie de 
la rougeole, de la rub€ole, de la maladie de Carre, de la grippe, 
ou un virus cytomegalique, oxydes pour comporter au moins une 

15 fonction aldehyde. 

Selon un autre mode de realisation pr£f6r6 de 1* inven- 
tion, l'anticorps choisi parmi les gammaglobulines, est essen- 
tiellement constitue par des gammaglobulines anti-produits de 
degradation du f ibrinogene,oxydees pour comporter au moins une 

20 fonction aldehyde. 

Selon encore un autre mode de realisation prefere de 
1" invention, 1* anticorps choisi parmi les hormones comportant un 
residu glucidique, est essentiellement constitue par de la gona- 
dotrophine chorionique humaine oxydee pour comporter au moins 

25 une fonction aldehyde. 

Outre les dispositions qui precedent, 1* invention com- 
prend encore d'autres dispositions qui ressortiront de la des- 
cription qui va suivre. 

L 1 invention vise plus particulierement les reactifs 

30 biologiques de diagnostic de diverses maladies ou d'etats patho- 
logiques particuliers, conformes aux dispositions qui precedent, 
ainsi que les moyens propres a la preparation de ces reactifs 
et les moyens, milieux, tests, etc... mettant ces reactifs en 
oeuvre pour la realisation de tests de diagnostic. 

35 L' invention pour r a Stre mieux comprise a l'aide du 

complement de description qui va suivre, qui comprend des exero- 
pies de preparation des reactifs biologiques conformes a la 
presente Addition, ainsi que des exemples de mise en oeuvre de 
ces reactifs dans des tests de diagnostic. 

40 II doit Stre bien entendu, toutefois, que ces exemples 
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sont donnas uniquement a titre d' illustration de 1'objet de 1' in- 
vention, dont ils ne constituent en aucune mani^re une limitation* 

I - EXEMPLES DE PREPARATION DE REACTIFS DE DIAGNOSTIC OONTOFMES A LA PFESEMTE 
5 ADDITION 

EXEMFDS 1 - Preparation d'un rgactif de diagnostic l, Estapor w -anticorps . 

A ) Preparat ion_ du_s uggor t ubs t i tue 

La fixation sur les billes de latex d'une chaine la- 
terale portant des groupements -NH^ terminaux et la 
10 fixation sur cette chaine d'un acide amin6 comportant 

un groupement -SH, sont ef fectu6es comme d6crit ^ 
l'Exemple 2. A. ci-dessous. 

B) Oxydation_c^^igue_des_ga^ 

A 60 mg d* immunogammaglobulines de cheval en solution 
15 dans 2 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH 6, l'on ajoute 

0,2 ml de Nal0 4 0, 15M soluble dans I'eau. 
Le melange est laiss6 & 4°C h 1'abri de la lumiere 
pendant 3 heures, au bout desquelles on arrSte 1* ac- 
tion du NalO^ par addition de glycerol a 0,15M final. 
20 Apr%s 30 minutes a 4°C, les produits de la reaction 

sont dialysis pendant 1 8 heures & 4°C avec plusieurs 
changements contre du tampon phosphate 0,1M, pH 6. 

C) Couplage^des^gamma^ 

25 A 2 mg d" "Estapor'^SH, on ajoute 1 mg de gammaglobu- 

lines oxydees comme d6crit au stade B ci-dessus. Apres 
30 minutes de contact & 4°C, on observe la floculation 
de particules d'"Estapor"-SH par formation de thiazo- 
lidines. Cette floculation ne se produit ni avec 
30 l ,,, Estapor"-NH 2# ni avec 1 1 "Estapor"-SH sur lequel ont 

ete fixees des gamma globulines non oxyd€es. 
EXEMPLE 2 - Preparation d'un reactif de diagnostic de la rouaeole 
constitug par le produit de la reaction d'un support 
substitue, avec le virus 6xvd6 de la rouaeole . 
35 A) £r§parat ion_du_sugport_subs t itu£ 

a) fixation d'une chaine laterale portant des groupe- 
ments -NK^ terminaux, constitute par une diamine, 
sur un support insoluble. 

A 12 mg d'"Estapor PSI^g" (marque d€posee par 
40 RH0NE-PR0GIL pour designer un polystyrene carboxy- 
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le spherique et calibre de diametre de l'ordre de 
0, 22 >i) comportant des groupements -COOH libres, en sus- 
pension dans du tampon borate de composition 0,1 4M 
NaCl-0,0lM borate-HCl, pH 8,1 (BBS), on ajoute 80 ^imoles 
5 d'hexamethylenediamine (HMD) • Le melange est agite a 

20°C pendant 3 heures en presence de 0,02M dM ethyl 3- 
(3-dimethylaminopropyl-carbodiimide) chlorhydrate (EDC) . 
Au bout de ce temps, la suspension est dialysee contre 
le tampon BBS jusqu'a ce que sa D.O. a 230 nm soit ega- 
10 le a zero. L'on obtient un support en "Estapor" carbo- 

xyle-hexamethylenediamine ( "Estapor" -HMD) . 
b) fixation d'un acide amine comportant un groupement 
-SH sur le support d* "Estapor" -HMD obtenu en a). 
A 2 mg d" "Estapor" -HMD en suspension dans du tampon 
15 phosphate pH 6,5, on ajoute 6 jumoles de cysteine 

chlorhydrate de formule HSC^CH NH^ COOH, HC1 dissou- 
tes dans de l f eau. Le melange est agite a 20°C pen- 
dant 16 heures, en presence de 0, 05M d'EDC. Au bout 
de ce temps, les spheres d - "Estapor" sur lesquelles 
20 est fixee la cysteine, sont lavees sur filtre Milli- 

pore 0,22 u pour eliminer l'exces de cysteine et les 
produits de la reaction. Les spheres modifiees de la 
sorte sont remises en suspension dans 2 ml de tampon 
phosphate pH 6,5. 
2 5 B) 5£egaration_de_virus_de_l 

A 5 ml d'une preparation antigenique de virus de la rou- 
geole contenant 1 6 mg de proteine, on a ajoute 0,5 ml de 
NalO^ 0, 1 5M dans du tampon phosphate de sodium 0, 1M a 
pH 6. Ce melange est laisse a 4°C a l'abri de la lumie- 
30 re pendant 3 heures. 

L'on ajoute ensuite 0, 5 ml de Na 2 S0 3 0, 1 5M afin d'arre- 
ter 1' action du NaI0 4 . 

Apres 30 minutes a 4°C, le melange est dialyse pendant 
18 heures a 4°C afin d'eliminer l'exces de produits 
35 d f oxydation. 

C) Couplage^du^yirus^de^la^rouge 
-SH 

A 20 mg d' "Estapor"-SH obtenu au stade Ab) ci-dessus, en 
suspension dans du tampon phosphate 0, 1 M, pH 6,0, on 
40 ajoute 1 0 mg de virus de la rougeole oxyde comme decrit 
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en B ci-dessus. 

Le melange est soumis a agitation a 4°C, pendant 18 heu- 
res. II est ensuite centrifuge a 6000 g pendant 60 minu- 
tes. Le surnageant est recueilli et le culot est lave a 
5 deux reprises par du tampon phosphate, pH 6,0. 

Le dosage des prot6ines subsistant dans le surnageant per- 
met de determiner qu f il y a 130 jig de proteines virales 
fixees par mg d* "Estapor"-SH. 
EXEMPLE 3 - Preparation d'un reactif de diagnostic de la maladie 
1 0 de Carre, constitue par le produit de la reaction d'un 

support substitue, avec le virus oxvde de la maladie 
de Carre . 

La preparation de ce reactif de diagnostic est effectuie 

en proc^dant comme deer it a l'Exemple 2 ci-dessus, le vi- 
15 rus de la rougeole £tant toutefois remplace par le virus 

de la maladie de Carre\ 
EXEMPLE 4 - Preparation d'un reactif de diagnostic spheres de la- 
tex-virus de la grippe . 

La technique mise en oeuvre pour la preparation de ce re- 
20 actif est celle decrite a l'Exemple 2 ci-dessus, le virus 

de la rougeole etant toutefois remplace par des virus de 

grippe. 

EXEMPLE 5 - Preparation d'un reactif de diagnostic spheres de 
latex-virus de la rubgole . 
25 On utilise, pour preparer ce reactif, la m§me technique 

que celle decrite a l'Exemple 2 pour la preparation du 
reactif de diagnostic de la rougeole, en remplacant tou- 
tefois, le virus de la rougeole par le virus de la 
rubeole. 

30 EXEMPLE 6 - Preparation d'un reactif de diagnostic spheres de 
latex-virus cvtomegalique . 
L*on utilise, pour preparer ce reactif, la meme technique 
que celle decrite a l'Exemple 2, en remplacant toutefois 
le virus de la rougeole par le virus cytomegalique. 
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RyreMPT.re 7 - Preparation d'un r6actif de diagnostic "Estapor"- 
gonadotrophine chorionigue humaine ( GCH) 

A) Pr^garation_d^"Estapor"_substit 

La fixation sur les billes de latex, d'une chalne 
5 laterale portant des ^Nfi^ reactifs et la fixation 

sur cette chalne d'un acide amin6 comportant un grou- 
peraent -SH sont effectuees comme deer it a l'Exemple 
2— A* ci-dessus. 

B) gr^paration^de^la^gonadotro^ 
1 O ox^d#e 

A 60 mg de GCH en solution dans 2 ml de O, 1M de tam- 
pon phosphate pH 6, l'on ajoute 0,2 ml de 0,1 5M de 
NaI0 4 soluble dans l'eau. 

Le melange est laisse a 4°C a l'abri de la lumiere 
15 pendant 3 heures # puis dialyse contre le tampon 0, 14M 

NaCl-0,lM P0 4 pH 6 pendant 1 heure, avec trois chan- 
gements • 

C) Couplage^d^Estapor^-SH^^ 
nigue 

20 Ce couplage a £t6 realise en mettant en oeuvre la 

technique d6crite dans l'Exemple 1.C. ci-dessus. 
EXEMPLE 8 - Preparation d'un reactif de diagnostic spheres de 
latex-SH-gammaglobulines antiproduits de la degra- 
dation du fibrinogene . 
25 A) £r§garation_du_sugpor t_subs t itu§ 

a) fixation d'une chalne laterale sur le support 
A 180 mg de spheres de polystyrene carboxyld 
DCW 816 (commercial isees par DOW CHEMICAL CORPO- 
RATION), on ajoute 560 mg d' hexamethylenediamine 
30 (HMD) dans 20 ml final de 0,14M NaCl, 0,01M 

borate-HCl, pH 8,1. Du 1 -ethyl 3-3 dime thylaminop ropy 1- 

carbodiimide (EDC) est ajoute ^ une concentration 
finale de 0,05M en deux additions success ives. 
Apres agitation a 4°C pendant 18 heures, les sphe- 
35 res DOW 816 ont ete lavees par trois centrifuga- 

tions successives a 20 000 g pendant 30 minutes 
avec le m§me tampon et suspendues f inalement dans 
13 ml du tampon phosphate 0,1M pH 6. 
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b) Fixation d'un acide amine comportant un groupement 
-SH sur le support substitue obtenu en a) 
A la suspension de polystyrene carboxyl£ DOW 816- 
HMD obtenue en a) ci-dessus, on a ajoute 1 8 mg de 
5 cyst6ine-HCl dissous dans 2 ml de tampon phosphate 

0,1M pH 6, puis de l'EDC a une concentration finale 
de 0,05M. Apres 18 heures a 4°C, les spheres ont ete 
ete lavees comme d£crit en a) ci-dessus. 

10 A 520 jig de gammaglobulines anti-produits de la degra- 

dation du fibrinogene dans 0,1 ml de BBS, on ajoute 
0 # 1 ml de NaI0 4 0,03M. Le melange est laisse a 4°C a 
I'abri de la lumiere pendant 3 heures et est ensuite 
dialyse contre du BBS pendant 2 heures avec trois 

1 5 chang ements de tampon. 

C) ^2El522_§§SL2!H2!532i^ 

i5t25-.P2?z§S 

Ce couplage est realise en mettant en oeuvre la tech- 
20 nique decrite a I'Exemple 1.C ci-dessus, avec cette 

exception que le rapport proteines oxydees/spheres de 
latex DOW-SH est de 1 a 20. 

Le dosage des proteines restantes dans le surnageant 
apres centrifugation et lavage des spheres de latex 
25 DOW couplees, a permis de constater qu'il y a 30 jig de 

gammaglobulines anti- fibrinogene couplees par mg de 
spheres de latex DOW. 

L'on realise de la meme maniere le couplage a des sup- 
ports en spheres de latex-SH, de gammaglobulines con- 
30 tenant des anticorps polyamines, des gammaglobulines 

anti XgG humaines, des gammaglobulines anti IgM humai- 
nes, des gammaglobulines anti IgG de lapin, des gam- 
maglobulines anti IgG de cobaye, etc... 
EXEMPLE 9 - Preparation de reactifs de diagnostic constitues par 
35 des spheres de latex substitutes sur lesauelles sont 

fixes cfriiqiquement des anfricorp? marque? au trifriigD. 
A) ^£guage^au_tr itium^ : 

A 1,5 mg de gammaglobulines de chevre anti-polyamines 
dans 2 ml de 0,14M NaCl, 0,02K tampon phosphate pH 6, 
40 on ajoute 0,65 ml de 0,06M NaX0 4 en solution dans du 
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tampon phosphate pH 6 (concentration finale de NalO^ : 
0, 01 5M) . 

Le melange est laisse a 4°C a l'abri de la lumiere 
pendant 3 heures et est ensuite dialyse contre le tam- 
pon O f 14M NaCl, 0,02M phosphate pH 6 pendant 1 heure, 
avec trois changements pour eliminer l'exces de NaI0 4 
(verification a l'aide de papier amidonn6-iodure) . A 
ce pH, le risque de formation de ponts de Schiff est 
amoindri entre les groupements -CHO r^actifs ainsi 
formes et les groupements -NI^, soit de la lysine, soit 
de groupements N terminaux des proteines. 
Le contenu du sac a dialyse est ensuite transfere dans 
un tube. 

Un exces de NaB 3 H 4 cristallin (100 mCi/mMol) en pro- 
venance de New England Nuclear est alors ajout£, suivi 
d'1 ml de tampon 0, 1M borate-HCl pH 8,8 (ce changement 
de pH favorise la reduction des groupements -CHO en 
-CI^ OH) . 

Apres un temps de contact de 1 6 heures a 4°C, sous 
une hotte bien ventilee, le contenu du tube est trans- 
fer^ dans un sac a dialyse et dialys£ jusqu'a ce que 
le liquide de dialyse soit exempt de toute radioacti- 
vity. L'on obtient ainsi un marquage pour les anti- 
corps anti-polyamines de 670 c.p.m. par jzg de protei- 
nes. 

II est egalement possible d'augmenter l'activite sp£- 
cifique des anticorps en procedant de la facon sui- 
vante : a 1 , 5 mg de gammaglobulines oxydees, on ajoute 
20 >iCi d'ethanolamine 3 H (3,8 Ci/mMol) a pH 8, 8 ; les 
ponts de Schiff ainsi formes sont ensuite stabilises 
par reduction a l'aide de NaB 3 H 4 (5 mCi) pendant 18 
heures a 4°C. L'exces de NaB 3 H 4 est elimine par dia- 
lyse. Ceci a permis d'obtenir des gammaglobulines anti- 
polyamines ay ant une activity specifique de 

1 807 c. p.m./pg. 
B) Couplage_d^un_suggort_insolubl 

E®^§2t5-r552«^S5-25!SS52i25Hiii}SS^22SY^i®§.f £_§£abilisa- 
— — — — — — "~3 """" 

La technique mise en oeuvre est celle decrite a l'Exem- 
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pie 1.C ci-dessus. 

L'on obtient ainsi des reactifs dont la stabilite est 
tres longue, qui n'emettent pas de rayonnement gamma 
(contrairement aux procedes connus qui realisent le 
5 marquage par iodination des groupements tyrosine sur 

la chatne proteique, a l'aide d'iode radioactif) et 
dont I'activite biologique est inalteree. 
EXEMPLE 10 - Preparation de reactifs de diagnostic constitues 

par des spheres de latex substitutes sur lesauelles 
1 0 sont fixes chixniauement des anticorps marauds au 

L'on obtient des reactifs portant des anticorps mar- 
1 4 

ques au C en proc^dant comme deer it It l'Exemple 9, 

k 1' exception du fait que l'on utilise, pour le mar- 

1 4 

15 quage isotopique des anticorps, de 1 ' ethanolamine C, 

et que l'on procede a la reduction a l'aide de KaB 3 H 4 . 
XI - TESTS VISANT A DEMONTRER L' EFFICACITE DES IMMUNO- REACTIFS 
CONFORMES A LA PRESENTE ADDITION . 

La reaction antigene-anticorps est effectuee dans les 
20 conditions de temperature, duree de contact, etc... les 

plus appropriees £ chaque cas particulier. La reaction 
positive se manifeste par 1 ' agglutination des billes ou 
spheres. La lecture des resultats se fait en estimant 
1" agglutination soit s implement par macroagglutination, 
25 soit par microagglutinations sur plaques alveolaires. 

II est possible de quantifier la reaction par une lectu- 
re nephelometrique directe ou en separant les complexes 
formes soit par filtration, soit par centrif ugation et 
lecture de la densite optique des spheres de latex res- 
30 tantes, ou par mesure de la radioactivity dans le cas de 

latex marques presents sur les f iltres ou dans le culot. 
A) Tests par macroagglutination sur plagues de verre 
EXEMPLE 11 - Test d'activite agglutinante d' "Esta por"-SH- virus 
de la rougeole oxvde 
35 Les dilutions d* antiserum ont ete effectuees dans le 

tampon suivant : 1 % serum albumins bovine, 

0,14M NaCl ; 0,01M Tris-HCl, pH 8,2. 
Le reactif latex-virus de la rougeole conforme s 1' inven- 
tion a ete utilise, dans ce test, a raison de 4 >ig/ml. 
40 Les resultats obtenus par macroagglutination du reactif 
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conforme & 1 ; invention sur plaques de verre sont illus- 
tr6s h. la figure 1 dans laquelle le resultat obtenu avec 
le temoin [serum de lapin anti-VSV (VSV = Vesicular Sto- 
matitis Virus) ] se trouve dans la partie gauche de la 
5 figure, et le resultat obtenu avec le serum de lapin an- 

ti-rougeole se trouve dans la partie droite de la figure. 
EXEMPLE 12 - Test d'activitS agglutinante d' "Estapor"-SH-virus 
de la maladie de Carr6 oxvde 
Ce rtactif a 6t6 test6 dans les conditions rapport£es 
10 & I'Exemple 11 ci-dessus. 

Des r6sultats similaires ont 6t6 obtenus en presence 
de serum de lapin anti-VSV comme t£moin, et de strum de 
lapin anti-virus de la maladie de Carr£ comme essai. 
EXEMPLE 13 - Test d'activite agglutinante d' "Estapor"— GCH par 
1 5 macroagglutination sur plague 

R6sultats : la reaction est positive avec un strum de 
lapin anti-GCH dilue jusqu'i. 1/1 60. A cette dilution 
1" inhibition de la reaction a 6t6 obtenue avec 1' urine 
de la ferame enceinte, 
20 EXEMPLE 14 - Test d'activite agglutinante du rtactif spheres de 

latex DOW-antif ibrinogene par macroagglutination 
sur Plagues 

Les spheres de DOW anti-FDP ont 6te mises en suspension 
dans le tampon suivant : 1 % strum albumine bovine, 
25 0, 14M NaCl, 0,1M Tris-HCl pH 8,2, 0,0015M azide de soude, 

a raison de 8 mg/ml. 

La reaction est positive avec le fibrinogene humain 
jusqu 1 ^ 4 pg/ml, ainsi que cela ressort de la figure 2 
annexed, et avec le strum humain dilut a 1/10. 

30 EXEMPLE 1 5 - Dosage de polvamines dans 1' urine par macroagglu - 
tination sur plagues de verre 
Des billes d 1 " Estapor" -polyamine preparers comme dtcrit 
^ l'Exemple 2. A ci-dessus, ct 1* exception du fait que 
1 1 HMD est remplacte par la spermine, sont mises en sus- 

35 pension dans un tampon contenant 1 % de serum d' albumi- 

ne bovine, 0,14M NaCl, 0,1M Tris, pH 8,3*, 0,0015M 
d* azide de sodium, ^ raison de 4 mg de latex/ml, puis 
substitutes par des gammaglobulines contenant des anti- 
corps antipolyamines, oxydtes. 

40 Une agglutination positive a ete obtenue avec le serum 
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de chevre antipolyamines dilu6 au 1/30£me dans ce mime 
tampon ; la reaction negative a et£ obtenue avec ce m§me 
serum de chevre, avant immunisation,. 

Dans ces conditions, la reaction positive a et6 inhibee 
5 par l 1 urine de la femme enceinte. 

B) Tests par microacrglutination sur plagues alveola ires 
EXEMPLE 16 - Test de 1' activity de microaQalutination de l^'Esta- 
po^'-SH-virus de la rougeole oxvd6 
Les resultats obtenus sont illustres a la figure 3 des 
10 dessins annexes, a partir de reactifs obtenus conf orna- 

ment a l'Exemple 2 ci-dessus. 

Les dilutions d' antiserum ont 6t6 effectuees dans le 
tampon suivant : 0,14M NaCl, 0,01M borate-HCl, pH 8,1. 
A : Serum de lapin J anti-rougeole pr6par€ sur cellules 
15 Vero ; 

B s Serum de lapin M anti-rougeole pr6par€ sur cellules 
V6ro ; 

C s Serum de lapin C anti-VSV (VSV = Vesicular Stomatitis 
Virus) utilise comme temoin. 
20 La dilution du serum est la suivante : 

Rang6e 1 : 1/1 O Rang£e 5 s 1/1 60 Range e 9 : 1/2560 
> 2 : 1/20 - 6 : 1/320 - 10 : 1/51 20 

3 : 1/40 - 7 s 1/640 - 11 : 1/10240 

4 : 1/SO - 8 :*1/1280 
25 La rangee 12 ne contient que du tampon. 

Le reactif latex-virus de la rougeole conf orme a 1 1 in- 
vention a ete utilise a raison de 675 ^ig/ml. 
La reaction est positive de a A fi et negative de 

A 7 ^ A 12* 

30 La reaction est positive de B^ a B 5 et negative de 

B 6 I B 12 . La reaction est negative de I C^* 
II ressort du test illustr6 a la figure 3 que les trois 
t^moins A 12# B 12 , C 12 sont negatifs et qu'il n*y a pas de 
reaction non sp^cifique avec le serum C. 

35 La sensibilite de la reaction a ete augment£e en soumet- 

tant les spheres de latex-virus de la rougeole conformes 
a 1" invention a un traitement prealafcle au tritium X-1 OO 
a 1 % z avec ce latex-rougeole triti6 # la reaction nega- 
tive avec le serum J ne commence qu'a A^ 0 et avec le 

40 s£rum M a Bg. La reaction avec le serum C est totalement 
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negative. Cette specificity de reaction a ete contrSlee 
par des essais avec latex- Vero (c 1 est-a-dire un extrait 
de cellules Vero utilis^es pour pr6parer le virus de la 
rougeole, et coupl£ au latex dans les conditions decri- 
5 tes a l'Exemple 2-C. ci-dessus. On n*a observe aucune 

reaction entre le r^actif latex-Vero et les serums J, M 
et C, ce qui permet de conclure que la reaction avec le 
reactif latex-rougeole conforme a 1' invention est speci- 
fique et d'une tres grande sensibilite. 
10 La. quantification de la reaction de diagnostic peut ega- 

lement e*tre r6alis£e par lecture n6phelometrique directe, 
par lecture de la densite optique ou par mesure de la 
radioactivite de latex marqu£s, comme deer it au Brevet 
principal. 

15 XI r£sulte de ce qui precede que, quels que soient les 

modes de mise en oeuvre, de realisation et d 1 application adoptes. 
Von obtient des reactif s biologiques de diagnostic de divers 
£tats pathologiques et maladies, qui presentent une excellente 
stability et une tres grande sensibilite. 

20 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, la pr£sente 

Addition ne se limite nullement a ceux de ses modes de mise en 
oeuvre, de realisation et d* application qui viennent d'etre dem- 
erits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire 
toutes les variantes qui peuvent venir a 1" esprit du technicien 

25 en la matiere, sans s*6carter du cadre, ni de la portee, de la 
presente Addition, et elle s'etend en particulier a d'autres 
systemes anticorps-antigenes que ceux qui ont ete decrits a 
titre d'exemples non limitatifs, dans ce qui precede. 
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REVINDICATIONS 

1° - Reactifs biologiques pour le diagnostic de diver- 
ses maladies ou d'etats pa tholog iques particuliers , selon le 
5 Brevet principal, caracterises par le couplage d* anticorps spe- 
cif iques a l'egard d'antigenes correspondant a des 6 tats patho- 
logiques determines, lesquels anticorps appartiennent au groupe 
des glycoproteines, sur un support insoluble choisi dans un 
groupe qui comprend des polymeres, en particulier du groupe des 

10 latex, des gels de dextrane ou d' agarose, du verre active, avan- 

tageusement sous forme de billes et/ou de microbilles , lequel sup- 
port porte des chalnes laterales essentiellement formers par 
fixation par liaisons de covalence, d* amines, de polyamines, de 
diacides, d'acides amines, d* hydrazines (aliphatiques ou aroma- 

15 tiques) comportant eventuel lement une fonction acide et eventuel- 
lement elles-m§mes couplers au moins par 1" intermedia ire de leur 
-NJ^ r^actif, avec un compose azote choisi parmi les amines ali- 
phatiques ou aromatiques, les hydrazines aliphatiques ou aroma- 
t iques, ou les acides amines, comportant eventuel lement conjoin- 

20 tement un groupement -SH et un groupement -N^ et susceptibles de 
former un h£t£rocycle en presence de la f paction aldehyde de 
1' anticorps fixe sur ledit support. 

2° - Reactifs biologiques selon la Revendication 1, 
caracterises en ce que 1' anticorps fixe sur le support substitue 

25 susdit, appartient a un groupe qui comprend les virus, les anti- 
corps antigammaglobulines, les gammaglobu lines, les hormones com- 
portant un r6sidu glucidique. 

3° - Reactifs biologiques selon 1 1 une quelcongue des 

Revendications 1 ou 2, caracterises en ce que 1' anticorps fixe 

14 

30 est un anticorps marque au tritium ou au C. 

4° - Reactifs biologiques selon 1 1 une quelconque des 
Revendications 1 a. 3, caracterises en ce que I 1 anticorps fixe est 
constitue par le virus de la rougeole oxyde pour comporter au 
moins une fonction aldehyde. 

35 5° - Reactifs biologiques selon I'une quelconque des 

Revendications 1 a 3, caracterises en ce que l a anticorps fixe est 
constitue par le virus de la rubeole oxyde pour comporter au 
moins une fonction aldehyde. 

6° - Reactifs biologiques sslcn I'une quelconque des 

40 Revendications 1 a 3, caracterises en ce que l 1 anticorps fixe est 
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constituS par des virus de grippe oxyd£s pour comporter au moins 
une fonction aldehyde. 

7° - Reactifs biologiques selon l'une quelconque des 
Revendications 13 3, caract§ris£s en ce que l'anticorps fix§ est 
5 constitu€ par le virus cytom£galique oxyd£ pour comporter au moins 
une fonction ald§hyde. 

8° - Reactifs biologiques selon l'une quelconque des Re- 
vendications 1 H 3, caractSrises en ce que l'anticorps fix§ est 
constitu§ par le virus de la maladie de Carr€ oxyd6 pour comporter 

lO au moins une fonction aldehyde. 

9° - Reactifs biologiques selon l'une quelconque des Re- 
vendications 1 il 3, caract§ris£s en ce que l'anticorps est consti- 
tu§ par des gammaglobulines anti-produits de degradation du fibri- 
nog&ne oxyd§es pour comporter au moins une fonction aldehyde. 

15 10° - Reactifs biologiques selon l'une quelconque des 

Revendications 1 £ 3, caract^risgs en ce que l'anticorps est cons- 
titu€ par de la gonadotrophine chorionique humaine oxyd^e pour 
comporter au moins une fonction aldehyde. 

11° - Reactifs biologiques selon l'une quelconque des 

20 Revendications 1 a lO, caract£ris£s en ce qu'ils sont constitugs 
par un reactif polystyrene -diamine -cys teine -anticorps . 

12° - Reactifs biologiques selon l'une quelconque des 
Revendications 1 a 10, caract£ris£s en ce qu'ils sont constitu6s 
par un reactif polystyrene-polyamine -anticorps . 

25 13° - Reactifs biologiques selon l'une quelconque des 

Revendications 1 d 10, caract§ris6s en ce qu'ils sont constitues 
par un rgactif polystyrene -diamine -anti corps. 

14° - Precede de couplage de glycoprot6ines,et plus gen£ralement 
de composes organiques comportant un residu glucidique , sur un support solide 

30 insoluble , pour obtenir les r£actifs biologiques selon l'une quelconque des 
Revendications 1 a 13, dans lequel au moins une fonction alcool non reactive 
du r£sidu glucidique du compost organique , est oxydge en fonction aldehyde, a 
l'aide de periodate de sodium, lequel proo§d£ est caracterise en ce que la reac- 
tion d'oxydation est r£alisee a pH 6 environ, l'excds d' agent oxydant §tant eli- 

35 mine a la fin de la reaction d'oxydation susdite,par tous moyens appropri§s, 
tels que notanrnent, dialyse, filtration, centrifugation ou addition d'un r§actif 
chiniique capable d'etre oxyde par ledit agent oxydant,^ pH 6 environ, la stabi- 
lisation des bases de Schiff form£es etant realisee par addition de NaBH^ et en 
maintenant des conditions de pH de 1'ordre de 8,8. 
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